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a b s t r a c t
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) which is the most common leukemia in adults in
Western countries still remains incurable. There is an intense search for the prognostic
markers that might facilitate the treatment of patients according to individual prognosis.
The aim of the presented study was to evaluate the expression of CD1d molecule on
peripheral blood B cells from 70 untreated patients with CLL and 20 healthy donors. The
samples were analyzed by flow cytometry directly after preparation.
The results of the study showed that the median percentage of CD1d-positive B cells
was significantly lower in peripheral blood of patients with CLL than in healthy subjects
from control group. Additionally, the percentage of CD1d+ B cells in CLL patients varied
in patients with different Rai stages. We have also observed significant differences in
CD1d expression depending on CD38 or ZAP70 expression. Moreover, patients with CLL
had lower percentages of iNKT cells than healthy donors and the percentage of CD1d+
/CD19+ cells inversely correlated with the percentage of iNKT cells. Our results suggest
the important role of CD1d molecule in the development and progression of CLL, as well
as its potential prognostic significance.
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Przewlekła białaczka limfocytowa (PBL) jest chorobą
o bardzo zróżnicowanym przebiegu klinicznym, zmiennym
nasileniu objawów chorobowych oraz różnym stopniu
zaawansowania klinicznego choroby w chwili jej rozpozna-
nia. Dotychczas poznane markery prognostyczne, takie jak
stan mutacji genów dla IgVH, ekspresja antygenu CD38 czy
białka ZAP-70, oceniają klon białaczkowych limfocytów B,
prawdopodobnie istotne znaczenie może mieć również
wgląd w inne populacje komórek układu immunologicznego
[1–5]. W ostatnich latach pojawiło się wiele doniesień na
temat roli komórek NKT oraz ich pobudzania przez komórki
CD1d+ w procesach odporności przeciwnowotworowej.
Większość komórek hemopoetycznych człowieka ma na
swojej powierzchni cząsteczkę CD1, która pod względem
budowy przypomina cząsteczki MHC klasy I [6–8] i zbudowana
jest z łańcucha a- i b2-mikroglobuliny. U ludzi cząsteczki te
dzielimy na dwie grupy: grupę I, do której zaliczamy CD1a,
CD1b, CD1c i CD1e, oraz grupę II, w skład której wchodzi CD1d
[8–10]. Przynależność do grupy wynika z podobieństwa sek-
wencji aminokwasów łańcucha a [8]. W odróżnieniu od
klasycznych cząsteczek MHC klasy I prezentujących antygeny
peptydowe, monomorficzna cząsteczka CD1d prezentuje
antygeny o charakterze lipidów i glikolipidów. Obecnie zna-
nych jest wiele ligandów, które cząsteczka CD1d prezen-
tuje komórkom NKT czy też innym komórkom T CD1d-
-zależnym. Zaliczamy do nich między innymi: glikolipidy
z gąbek morskich, bakteryjne, a także endogenne glikolipidy.
Stwierdzono, że cząsteczka CD1d wiąże się z a-galaktozyloce-
ramidem (a-GalCer), syntetycznym glikosfingolipidem otrzy-
mywanym z gąbek morskich Agelas mauritianus [6]. Cząsteczka
a-GalCer prezentowana w kontekście CD1d silnie pobudza
zarówno bezpośrednie, jak i pośrednie przeciwnowotworowe
działanie komórek iNKT [11, 12]. Komórki NKT stanowią
specyficzną subpopulację limfocytów T wykazującą ekspresję
zarówno markerów charakterystycznych dla limfocytów T, jak
też typowych dla komórek NK. Prezentacja antygenuRyc. 1 – Analiza cytometryczna limfocytów CD19+ wykazujących
A) Układ FSC/SSC – ustawienie bramki dla limfocytów (Region R
wyodrębnienie limfocytów CD19+ (Region R2). C) Limfocyty (z re
limfocyty zgromadzone w regionach R1 i R2, oceniono odsetek l
(CD19+/CD1d+).
Fig. 1 – The analysis method for identification of CD19+ cells with Cpowoduje aktywację komórek NKT, które nabierają właści-
wości limfocytów cytotoksycznych i wydzielają cytokiny Th1
i Th2. Liczne funkcje regulacyjne, a także efektorowe oraz
unikatowa zdolność do rozpoznawania antygenów lipido-
wych, zarówno komórek prawidłowych, jak też guzów czy
patogenów, sprawiają, że komórki NKT odgrywają istotną rolę
w odpowiedzi immunologicznej w przebiegu różnego rodzaju
infekcji, nowotworów oraz wielu innych chorób [13]. Jest
prawdopodobne, że komórki nowotworowe mające ekspresję
CD1d mogą prezentować antygeny bezpośrednio komórkom
NKT i wzmagać ich aktywność przeciwnowotworową.
Materiał i metody
Do badań zakwalifikowano 70 chorych z rozpoznaniem PBL
ustalonym w Klinice Hematoonkologii i Transplantacji
Szpiku Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Rozpoznanie
PBL ustalono na podstawie standardowych morfologicznych
i immunofenotypowych kryteriów opracowanych przez NCI-
-WG (National Cancer Institute-Working Group) [5]. Wiek bada-
nych chorych wahał się w granicach 38–79 lat (średnia
62  10,1; mediana 63). W grupie badanej było 24 kobiet
i 46 mężczyzn. Stopień zaawansowania choroby został
określony według klasyfikacji Rai [14]. W grupie niskiego
ryzyka (st. 0 według Rai) znalazło się 24 chorych, w grupie
pośredniego ryzyka (st. I/II według Rai) – 36 chorych, zaś
w grupie wysokiego ryzyka (st. III/IV według Rai) – 10
chorych. Grupę kontrolną stanowiła krew obwodowa 20
zdrowych dawców krwi w przedziale wiekowym 38.–70.
roku życia (średnia 56,1  13,1; mediana 59), w tym 14 kobiet
i 6 mężczyzn. Badania wykonano zgodnie z protokołem za-
akceptowanym przez Komisję Bioetyczną przy Uniwersytecie
Medycznym w Lublinie.
Ocena ekspresji CD1d
W celu oceny markerów powierzchniowych wykorzystano
100 ml krwi pełnej oraz stosowną (wg procedur zalecanych ekspresję cząsteczki CD1d
1). B) Limfocyty z regionu R1 w układzie CD19 FITC/SSC –
gionu R2) w układzie CD19 FITC/CD1d PE. Uwzględniając
imfocytów CD19+ wykazujących ekspresję cząsteczki CD1d
D1d+ expression
Tabela I – Ekspresja cząsteczki CD1d u chorych na PBL
i grupie kontrolnej











10,16 (0,21–91,02) 92,70 (84,54–97,89) 0,0001
CD19+/CD1d+
(MFI)
28,56 (14,67–142,15) 33,50 (21,08–65,13) 0,046
MFI – mean fluorescence intensity.
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klonalnych: anty-CD1d PE (klon CD1d42, IgG1), anty-
-CD19 FITC (klon HIB19, IgG1) (BD Pharmingen). Tak przygoto-
wane próbki inkubowano przez 20 minut w temperaturze
pokojowej w ciemności. Następnie do probówek dodawano
po 2 ml płynu lizującego erytrocyty. Po 10 minutach próbkę
odwirowywano, dwukrotnie płukano zbuforowanym roztwo-
rem soli fizjologicznej (PBS) i niezwłocznie poddawano anali-
zie cytometrycznej. Akwizycję i analizę danych wykonano
przy użyciu cytometru przepływowego FACSCalibur (Becton
Dickinson, USA). Komórki z ekspresją CD1d oceniane były
wśród limfocytów CD19+. Na rycinie 1 przedstawiono przy-
kładową analizę cytometryczną komórek CD19+ wykazują-
cych ekspresję CD1d. Oceniano odsetek komórek pozytywnie
wyznakowanych przeciwciałami monklonalnymi. W celu
określenia ilości miejsc wiążących przeciwciało i w pośredni
sposób określenia ilości antygenu na powierzchni komórek
posługiwano się oceną średniej intensywności fluorescencji
(mean fluorescence intensity, MFI). Do analizy wyników i ich
graficznej prezentacji posłużył program komputerowy Cell-
Quest Pro (Becton Dickinson).
Ocena komórek iNKT
Próbki krwi pełnej (100 ml) inkubowano z przeciwciałami
monoklonalnymi: anty-iNKT FITC (anty-Va24) (BD Pharmin-
gen) oraz anty-CD3 PE (BD Pharmingen). Po inkubacji próbki
poddawano lizie. Po dwukrotnym odpłukaniu roztworem
PBS próbki oceniano w cytometrze przepływowym FACSCali-
bur.
Ocena ekspresji ZAP-70 i CD38
Ocenę ekspresji ZAP-70 w limfocytach CD19+/CD5+ we
wszystkich badanych próbkach przeprowadzono za pomocą
przeciwciał monoklonalnych anty-ZAP-70 (klon 1E7.2) (BD
Biosciences) oraz anty-CD38 (BD Pharmingen) sprzężonych
z fikoerytryną (PE) zgodnie z protokołem opisanym uprzed-
nio [15].
Analiza statystyczna
Analizę statystyczną uzyskanych wyników badań przepro-
wadzono za pomocą programu Statistica 9,0 PL. Z uwagi naRyc. 2 – Przykładowy obraz z cytometru przepływowego przesta
u 3 pacjentów z PBL i 1 osoby zdrowej
Fig. 2 – The dot plots show representative data 3 CLL patients and 1 fakt, że badane zmienne nie miały rozkładu normalnego,
w analizie stosowano testy nieparametryczne. Test
U Manna-Whitneya wykorzystano dla porównania różnic
pomiędzy grupą chorych a grupą kontrolną oraz pomiędzy
grupą chorych we wczesnych stadiach PBL a grupą chorych
w zaawansowanych stadiach PBL. Test ANOVA rang Kru-
skala-Wallisa posłużył do analizy różnic pomiędzy stadiami
klinicznymi choroby. Istnienie związków statystycznych
pomiędzy zmiennymi oceniano, obliczając współczynnik
korelacji rang Spearmana. Za istotne statystycznie uzna-
wano wyniki, których próg poziomu istotności był p < 0,05.
Wyniki
Na podstawie przeprowadzonych badań stwierdzono istot-
nie niższy odsetek limfocytów B CD19+ z ekspresją cząs-
teczki CD1d u chorych na PBL w porównaniu z grupą
kontrolną (p = 0,0001) (Tab. I). Podobnie, średnia intensyw-
ność fluorescencji u chorych na przewlekłą białaczkę limfo-
cytową była istotnie niższa w porównaniu z grupą zdrowych
dawców (p = 0,046) (Tab. I). Na rycinie 2 przedstawiono
przykładowe obrazy z cytometru przepływowego z różną
ekspresją cząsteczki CD1d u 3 chorych z PBL oraz 1 zdrowego
dawcy.
Obserwowano niewielkie zróżnicowanie ekspresji CD1d
na limfocytach B osób zdrowych. Natomiast w grupie cho-
rych na PBL ekspresja CD1d była znacznie zróżnicowana.
Wykazano istotnie niższą ekspresję tej cząsteczki u chorych
będących w stadium 0 według Rai (mediana: 5,50%)
w porównaniu z chorymi w stadium I–II (mediana: 13,01%)wiający ekspresję cząsteczki CD1d na limfocytach CD19+
healthy control, illustrating the CD1d expression on CD19+ cells
Ryc. 3 – Ekspresja CD1d na limfocytach B chorych
znajdujących się w różnych stadiach zaawansowania wg
Rai i wsp.
Fig. 3 – CD1d expression on B cells from CLL patients in
different stages of disease
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Średnia intensywność fluorescencji była niższa w grupie
niskiego ryzyka (25,55 MFI) w porównaniu z grupą pośred-
niego ryzyka (28,64 MFI) i grupą wysokiego ryzyka (31,19
MFI). Jednak różnica nie była istotna statystycznie (rycina
3B). W przeprowadzonych badaniach wykazano również
istotną zależność pomiędzy błonową ekspresją cząsteczki
CD1d a liczbą leukocytów krwi obwodowej (WBC) (R = 0,296;
p < 0,05).
Stwierdzono, że odsetek komórek B19+ z błonową eks-
presją cząsteczki CD1d jest istotnie wyższy u chorych
z ekspresją ZAP-70 (mediana: 16,33%) w porównaniu z cho-
rymi ZAP-70-negatywnymi (mediana: 7,04%) (p = 0,0009)
(Ryc. 4A). Podobnie MFI CD1d na limfocytach B w grupie
chorych ZAP-70+ (mediana: 32,75 MFI) było istotnie wyższe
w porównaniu z grupą chorych ZAP-70- (mediana: 28,15)
(p = 0,012) (Ryc. 4B). Dodatkowo, obserwowano istotnie
wyższy odsetek komórek CD19+/CDCD1d+ wśród chorych na
PBL z dodatnią ekspresją antygenu CD38 (mediana: 17,03%)
w porównaniu z grupą CD38- (mediana: 6,80%) (p = 0,0001)
(Ryc. 5A). Również średnia intensywność fluorescencji CD1dbyła wyższa u chorych CD38+ (mediana: 30,15 MFI) niż
u CD38- (mediana: 27,59 MFI), jednak różnica nie była
istotna statystycznie (p = 0,053) (Ryc. 5B).
Stwierdzono odwrotną zależność między odsetkiem ko-
mórek CD19+/CD1d+ a odsetkiem komórek iNKT (R = -2,236;
p < 0,05). Przeprowadzone badania wykazały istotnie niższy
odsetek komórek iNKT u chorych na PBL (mediana: 0,52%)
niż u zdrowych dawców (mediana 0,83%) (p < 0,001).
Ponadto, przypadki PBL z bardzo niskim odsetkiem komórek
CD19+/CD1d+ (<10%) odznaczały się istotnie niższym
(p = 0,01) odsetkiem komórek iNKT (mediana: 0,53%)
w porównaniu z pacjentami, u których odsetek komórek
CD19+/CD1d+ był powyżej 10% (mediana: 0,82%).
Omówienie
Od wielu lat przedmiotem zainteresowań badaczy jest pozna-
nie mechanizmów odpowiedzialnych za rozwój chorób nowo-
tworowych. Ostatnie lata przyniosły znaczną liczbę publikacji
na temat komórek NKT oraz ich aktywacji przez komórki
CD1d+, prezentujących antygeny o charakterze lipidów
i glikosfingolipidów. Aktywowanym komórkom NKT przypi-
suje się ważną funkcję w niszczeniu komórek nowotworo-
wych. Jest prawdopodobne, że komórki nowotworowe mające
antygen CD1d mogą prezentować antygeny lipidowe (również
nowotworowe) bezpośrednio komórkom NKT. Stwierdzono
jednak, że nie wszystkie komórki białaczkowe wykazują eks-
presję CD1d [16]. Ponadto stwierdzono, że pacjenci z różnego
typu nowotworami wykazują istotnie zmniejszoną liczbę krą-
żących komórek NKT. Niewiele jest jednak doniesień na temat
liczby i roli komórek NKT oraz ekspresji cząsteczki CD1d
w PBL. Przeprowadzone badania wykazały istotnie niższą
ekspresję cząsteczki CD1d u chorych na PBL w porównaniu
z grupą kontrolną. W dotychczasowych badaniach potwier-
dzono obecność cząsteczki CD1d na powierzchni komórek
nowotworowych w AML, M4, M5, MLL, a także w CLL [17]. Fais
i wsp. wykazali niższą ekspresję CD1d na komórkach CLL
w porównaniu z grupą kontrolną oraz obserwowali homo-
genną ekspresję CD1d na limfocytach B osób zdrowych [18].
Większość informacji na temat CD1d pochodzi z badań
na myszach, jednak funkcja tej cząsteczki u ludzi jest
bardzo podobna [8]. Opublikowano wiele prac, na podstawie
których stwierdzono, że u myszy z obniżoną ekspresją
cząsteczki CD1d nie dochodzi do aktywacji komórek NKT.
Z innych badań wynika, że w obecności komórek CD1d+
prezentujących a-GalCer prawie zawsze dochodzi do pobu-
dzenia komórek NKT. Prowadzono również badania ocenia-
jące związek między ekspresją CD1d a zdolnością komórek
NKT do wydzielania IL-4, IFN-g i TNF. Wykazano, że dodanie
do hodowli przeciwciał anty-CD1d zmniejsza wydzielanie
wymienionych cytokin przez komórki NKT [8, 19]. Fais
i wsp. [18], oceniając komórki NKT i ekspresję cząsteczki
CD1d u chorych na PBL, nie wykazali zależności pomiędzy
ekspresją CD1d na limfocytach 19+ a zdolnością komórek
NKT do indukcji apoptozy limfocytów białaczkowych. Auto-
rzy sugerują, że może to wynikać z heterogenicznej ekspre-
sji cząsteczki CD1d na komórkach białaczkowych [20, 21].
W przeprowadzonych badaniach obserwowano istotne
zróżnicowanie ekspresji CD1d w zależności od stadium
Ryc. 4 – Ekspresja CD1d na limfocytach B pacjentów ZAP-70-pozytywnych i ZAP-70-negatywnych
Fig. 4 – CD1d expression on B cells from ZAP-70-positive and ZAP-70-negative patients
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odsetek komórek 19+/CD1d+ u chorych z ekspresją CD38 oraz
ZAP-70 w porównaniu z chorymi CD38-negatywnymi czy
ZAP-70-negatywnymi. Ekspresja wewnątrzkomórkowego biał-
ka ZAP-70 jest jednym z najważniejszych czynników prog-
nostycznych w PBL, korelującym z aktywnością choroby
i czasem przeżycia chorych [22, 23]. W licznych badaniach
wykazano ścisłą zależność pomiędzy ekspresją ZAP-70
a ekspresją antygenu CD38 [24]. Wysoka ekspresja antygenu
CD38 na komórkach białaczkowych wiąże się z bardziej
agresywnym przebiegiem klinicznym i krótszym czasem
przeżycia chorych na PBL. Pomimo że ekspresja ZAP-70
znacznie silniej koreluje ze stanem mutacji genów IgVH wiele
badań wskazuje, że ekspresje ZAP-70 i CD38 stanowią wza-
jemnie uzupełniające się informacje prognostyczne, co
pozwala na wyodrębnienie chorych o dobrym, pośrednim
i złym rokowaniu [25, 26]. W przeprowadzonych badaniach
obserwowano istotnie wyższą ekspresję cząsteczki CD1d
u pacjentów ZAP-70+, CD38+, a także w grupie wysokiego
ryzyka (st. III/IV wg Rai). W wielu badaniach wykazano
brak lub zmniejszoną ekspresję cząsteczek MHC klasy I na
komórkach nowotworowych. Jest to jeden z mechanizmów
ucieczki nowotworów przed odpowiedzią immunologicznąRyc. 5 – Ekspresja CD1d na limfocytach B pacjent
Fig. 5 – CD1d expression on B cells from CD3gospodarza. Jednak wyniki ostatnich badań nie potwierdzają
jednoznacznie zależności między ekspresją cząsteczek MHC
a złośliwością nowotworu. Warto zwrócić uwagę, że o ile
ekspresja cząsteczek MHC na komórkach nowotworowych
jest konieczna do rozpoznania ich przez limfocyty T, to brak
tych cząsteczek uwrażliwia komórki nowotworowe na aktyw-
ność cytotoksyczną komórek NK [27, 28]. Niestety, nie jest
znana rola ekspresji cząsteczki niepolimorficznego MHC –
CD1d na komórkach nowotworowych. Z jednej strony
w przeprowadzonych badaniach obserwowano istotnie niższą
ekspresję tej cząsteczki na komórkach białaczkowych w po-
równaniu z osobami zdrowymi, z drugiej zaś wykazano
pozytywną zależność pomiędzy ekspresją CD1d a ekspresją
CD38 czy ZAP-70. Być może, obniżona ekspresja cząsteczki
CD1d obserwowana u pacjentów z PBL odgrywa ochronną
rolę, oszczędzając komórki nowotworowe przed lizą za
pośrednictwem komórek NKT. Z drugiej zaś strony wzrost
ekspresji CD1d obserwowany w wyższych stadiach zaawan-
sowania choroby oraz u pacjentów CD38+ lub ZAP-70+
sugeruje związek wysokiej ekspresji CD1d z bardziej agresyw-
nym przebiegiem klinicznym PBL. Na uwagę zasługuje rów-
nież odwrotna zależność między odsetkiem komórek CD19+/
CD1d+ a odsetkiem komórek iNKT. Może to mieć istotneów CD38-pozytywnych i CD38-negatywnych
8-positive and CD38-negative patients
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cytotoksyczne dla wielu komórek nowotworowych [29]. Akty-
wowane komórki NKT wydzielają cytokiny IL-4, IL-5 i Il-10
charakterystyczne dla limfocytów Th2 biorących udział
w odpowiedzi humoralnej oraz IFN-g i TNF, cytokiny charak-
terystyczne dla limfocytów Th1 biorących udział w odpowie-
dzi komórkowej. Ponadto, komórki NKT wykazują aktywność
cytolityczną, ze względu na wysoki poziom perforyny, gran-
zymu B, TRAIL oraz ligandu receptora FAS. Przyczyniają się
w ten sposób do eliminacji komórek docelowych [11, 30].
Liczne badania potwierdziły aktywność przeciwnowotworową
komórek NKT [31, 32]. Można oczekiwać, że komórki NKT
działają cytotoksycznie nie tylko na komórki nowotworowe,
ale również w stosunku do monocytów, komórek dendrytycz-
nych czy też prawidłowych limfocytów B wykazujących eks-
presję cząsteczki CD1d [18]. Z badań przeprowadzonych na
myszach wynika, że do pobudzenia komórek NKT stymulo-
wanych a-galaktozyloceramidem może dochodzić w sposób
niezależny od CD1d, co wskazywałoby, że przeciwnowotwo-
rowe działanie komórek NKT nie musi być ściśle związane
z ekspresją cząsteczki CD1d [31, 33]. Dhodapkar i wsp. [34]
wykazali, że w przebiegu niektórych nowotworów z ekspresją
CD1d na komórkach nowotworowych liczba i stan funkcjo-
nalny obwodowych NKT nie uległy zaburzeniu. Zauważono
również, że po zastosowaniu leczenia z wykorzystaniem
a-GalCer komórki nowotworowe z ekspresją CD1d stawały się
bardziej wrażliwe na cytotoksyczne działanie komórek NKT
[17]. W przeprowadzonych badaniach wykazano również
istotną zależność pomiędzy błonową ekspresją cząsteczki
CD1d a liczbą WBC. Wydaje się, że wysoka ekspresja CD1d
może być związana z promowaniem akumulacji komórek
nowotworowych.
Cząsteczki CD1d prawdopodobnie pośredniczą w odpo-
wiedzi immunologicznej przeciw komórkom PBL, a ocena
ekspresji CD1d może przyczynić się do dokładniejszej cha-
rakterystyki przewlekłej białaczki limfocytowej. Celowa
wydaje się ocena zależności między ekspresją CD1d na
komórkach PBL a zdolnością komórek NKT do indukcji
apoptozy tych komórek. Ponadto, cząsteczka CD1d może
mieć potencjalne znaczenie jako marker diagnostyczny,
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